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人 OA 软骨细胞存活的相关机制，为欧凯疗法提供一定的理论依据。 
方法： 1、在 OA 患者全膝关节置换术的术中取关节软骨，分离培养人 OA 软骨
细胞，并以甲苯胺蓝及免疫组化法进行细胞鉴定。2、Western Blotting 法检测 0%、
1%、5%、10%、20%五种浓度血清培养的人 OA 软骨细胞细胞外基质相关蛋白
（Aggrecan、II 型胶原、TIMP、MMP13）的表达。3、Western Blotting 法检测
上述浓度血清培养的人 OA 软骨细胞自噬相关分子（LC3B、Beclin1）的表达水
平及能量通路（AMPK 通路）的激活水平，MDC 染色鉴定自噬溶酶体表达量。
4、Western Blotting 检测上述浓度血清培养的人 OA 软骨细胞增殖相关蛋白（pS6、
PCNA）及抗凋亡蛋白（Bcl2）的表达水平，CCK8 法鉴定上述浓度血清培养的
人 OA 软骨细胞的存活率。5、Western Blotting 法检测上述浓度血清培养的人 OA
软骨细胞 mTOR 通路及 AKT 通路的激活情况，雷帕霉素和 LY294002 分别抑制









结论： 5%浓度血清可通过诱导人 OA 软骨细胞自噬对其细胞基质产生保护
作用，并产生一定的抗凋亡作用，从而促进细胞的存活。这种作用受到 mTOR










































Introduction:  Intraarticular injection of autologous conditioned serum, which 
called Orthokine is a new treatment of osteoarthritis (OA). We aimed to investigate 
the effect of different concentration of serum on the autophagy of human OA 
chondrocytes and wheather it can protect human OA chondrocytes from matrix 
degradation in order to provide the theoretical foundation for Orthokine. 
Methods: Human OA chondrocytes were isolated from cartilage of patients 
undergoing total knee replacement surgery, and were identified by methylbenzene 
blue staining and immunohistochemical. The human OA chondrocytes were treated 
with DMEM/F12 high glucose culture medium which contains 0%, 1%, 5%, 10%, 
20% concentration of serum separately, then the expression of levels of Aggrecan, 
Collagen Type II, TIMP, MMP13, pS6, PCNA, Bcl2, LC3B, Beclin1, AMPKα and 
pAMPKα were detected with Western Blotting. Meanwhile, the 
autophagosome-lysosome was detected with MDC staining, and the cell viability was 
detected with CCK8. Furthermore, human OA chondrocytes were treated with 
Rapamycin or LY294002 in culture medium containing 5% concentration of serum, 
mTOR and Akt expressions were detected with Western Blotting.  
Results: 5% concentration of serum can protect human OA chondrocyte from matrix 
degradation. 5% concentration of serum can ptomote the autophagy of human OA 
chondrocyte. 5% concentration of serum can promote cell survival. The mTOR and 
AKT signaling were involved in 5% concentration of serum-induced autophagy in 
human OA chondrocyte, although the effect of Rapamycin or Ly294002 on matrix 
metabolism in human OA chondrocyte was no significance. 
Conclusion: 5% concentration of serum can protect human OA chondrocyte from 
matrix degradation by increasing autophagy, associated to mTOR and AKT signaling.  
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增加[10-13]；而对软骨基质具有保护作用的蛋白，如金属蛋白酶类组织抑制剂（tissue 
inhibitor of metalloproteinases，TIMP）的分泌则显著减少[14, 15]。在这些酶中，
MMP-13对于软骨细胞外基质的降解起着最重要的作用[16]。上述 在骨性关节炎软
骨细胞所分泌的酶和蛋白的变化，导致了软骨基质也产生了相应的变化，在正常


























































kinase(ULK)蛋白复合体(Atg1/unc-51-like Kinase Complex，此处 ULK为 Atg1
在哺乳动物中的同源蛋白产物，后表述方式同)、III 型 Phosphatidylinositol 
3-kinase (PtdIns3K)/Vps34 复合体 I（Class IIIphosphatidylinositol 3-kinase 
(PtdIns3K)/Vps34 Complex I）、双泛素样蛋白（Atg12 和 Atg8/LC3）结合
系统（Two Ubiquitn-like Protein Conjugation Systems）等作为整个过程的核
心蛋白复合体，对于整个自噬过程的进行起着重要的作用[38]。 
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在哺乳动物中，其同源基因蛋白 ULK1 与 Atg13 及 FIP200(FAK-family 
Interacting Protein of 200 kDa)形成复合体，作为哺乳动物细胞自噬过程的起始
位点[36, 39]，并直接受 mTORC1 及细胞营养状况调控[40-42]。在正常情况向，
mTORC1 可与 ULK 复合体相结合，并抑制其磷酸化位点，当细胞经受环境
压力，相关信号通路可使 mTRORC1 与 ULK 复合体相解离，从而开启自噬
作用[43]。 
Class III Phosphatidylinositol 3-kinase 复合体 I(III 型磷脂酰 3羟激酶复合
体 I， Class III PtdIns3K Complex I)在自噬在自噬作用的起始中同样具有重要
作用[36]。在哺乳动物中，主要存在有两种类型的的 PtdIns3K，即 Class I 
PtdIns3K 与 Class III PtdIns3K。其中 Class I PtdIns3K 主要参与 PtdIns3K-I/AKT
信号通路，在细胞的凋亡过程中起重要调控作用[44]。而 Class III PtdIns3K 则与
hVps34、Beclin 1 (Atg6 同系物)以及 p150 (Vps15 同系物)相结合，形成复合体，
在 Atg14 的介导下引起 Atg 蛋白家族的聚合，从而引发吞噬小泡的形成。因此，
Beclin 1 的检测可作为自噬现象引发的重要指标[45-49]。 
双泛素样蛋白（Atg12 和 Atg8/LC3）结合系统在自噬体形成的过程中
起重要作用[36]。Atg12 在 Atg10、Atg7的作用下与 Atg5 相结合，进而与 Atg16L
结合形成非闭合的环状吞噬小泡，并包裹吞噬物。在哺乳动物中，LC3 蛋
白（人体中主要为 LC3B）在 Atg4 的作用下，其 C 端裂解，并形成溶于细
胞质的带有 C 端甘氨酸残基的 LC3-I，当其与 PE（Phosphatidylethanolamine）



























或能量缺乏时，ATP/AMP 比值的下降可直接激活 AMPK 的上游 LKB1（Liver 
Kinase B1）激酶，从而激活 AMPK。在哺乳动物中，AMPK 的激活可以磷
酸化 TSC1/2（Tuberous Sclerosis Complex 1/Tuberous Sclerosis Complex 2）并使
之激活，激活后的 TSC1/2 抑制 mTORC1 的活性，并使 mRORC1 与 ULK
复合体相分离，从而激活自噬作用[55-59]。新近研究表明，激活的 AMPK 还
可以磷酸化 mTRORC1 的 Raptor 亚基，该亚基的磷酸化亦可以导致 mTORC1
的失活，从而激活自噬作用[60]。此外，还有研究表明 AMPK 的激活可以直






形式发挥作用，即 TORC1 与 TORC2。在酵母菌中，当细胞处于营养不足
的环境时，TORC1 可受到抑制，从而激活自噬作用。在使用雷帕霉素抑制
TORC1 时也可达到相同的效果[36]。在哺乳动物中，当细胞所处环境营养充
足时，mTORC1 与 ULK 复合体相结合，通过磷酸化其 Ser757 位点，抑制
ULK 复合体的活性从而抑制自噬作用的发生。当细胞处于营养缺乏的环境
中，mTORC1 与 ULK 复合体相解离，从而导致 ULK 复合体的 Ser317 和
Ser777 位点磷酸化，进而激活细胞的自噬作用[43]。因此，具有上下游关系
的 PtdIns3K-Akt-mTORC1 信号通路对于自噬的调控作用具有重大作。当增
强 mTOR 的上游通路 PtdIns3K-Akt 信号通路时，mTOR 信号通路得以加强，
从而抑制了细胞的自噬作用[62-64]。 
BCL2 作为一种抗凋亡蛋白，对于自噬作用的发生同样有抑制作用[65]。
有研究表明，BCL2 蛋白可通过抑制 Beclin1 与 hVps34 的结合，从而影响
































等）[71]。以 Fas 为例，Fas 的胞内段具有一种死亡结构域（Death Domain， DD）
[74, 75]，当其感受到 FasL 信号，即在细胞膜上聚集并形成三聚体[76]，该三聚
体可吸引同样具有死亡结构域的蛋白 FADD，并形成死亡诱导信号复合体
（DISC）[75]，进而激活 Procaspase 8 聚集激活 Caspase 8，并形成级联反应
激活下游 Caspase 通路（Caspase10/3/5/7 等），介导细胞凋亡的发生。其他
的死亡受体亦可以相似的方式激活 FADD 从而介导细胞凋亡[77-81]。此外，也
有死亡受体可以通过 NF-kB 途径诱导细胞凋亡[82, 83]。 
 线粒体途径与内质网途径均属于内源性细胞凋亡途径（ Intrinsic 
Apoptosis）[84]。线粒体途径介导的细胞凋亡可被多种胞内刺激所激活，如
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